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Abstract
誗The progressive injury of retinal ganglion cells (RGCs)
is a common occurrence in several eye diseases, which
ultimately may lead to irreversible blindness. Currently,
there are still no effective or ideal treatments for it in
practice, however some recent studies show that stem
cell transplantation may provide a promising new idea
for neuroprotection and replacement of retinal ganglion
cells. This paper will review the research progress of
stem cell transplantation-based treatment.
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摘要
进行性视网膜神经节细胞损伤在一些致盲性眼病中屡见
不鲜。 目前临床上缺乏有效的损伤修复方法,然而最近
研究显示干细胞移植为受损视网膜神经节细胞的保护和
替代治疗提供了新思路。 本文将就干细胞移植为基础的
研究进展进行综述。
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0 引言
摇 摇 许多眼科疾病都会导致视网膜神经节细胞(retinal
ganglion cells,RGCs)受损,如青光眼、糖尿病性视网膜病
变、缺血再灌注、外伤或肿瘤相关的视神经病变等
[1]。 与
其他中枢神经元一样,受损的 RGCs 会迅速坏死,邻近细
胞因缺血、兴奋性神经递质释放、炎症等原因凋亡,同时
这些因素也会加快 RGCs 凋亡和阻止其轴突再生。 RGCs
是视网膜内唯一连接脑并将视网膜信息传递到脑的神经
元,不能去分化替代已丢失的细胞,故进行性 RGCs 死亡
是致盲的一个重要原因。 迄今为止,针对以上疾病临床
仍缺乏行之有效的治疗方法,而干细胞(stem cells,SCs)
移植技术可能会成为治疗这些疾病的新途径。 目前研究
主要集中在以下两方面:干细胞移植对 RGCs 的保护和
干细胞移植对 RGCs 的替代治疗,前者有望延缓视力的
进一步恶化而后者的理想目标是恢复功能性视力。
1 干细胞移植对 RGCs 的保护
1.1 神经干细胞/ 祖细胞摇 就成年动物而言,神经干细胞
(neural stem cell,NSC)、神经祖细胞( neural progenitor
cells,NPCs)主要集中在侧脑室(室下区)和海马齿状回
(颗粒下层)两个区域,少数分布于虹膜、睫状体、睫状边
缘带、视网膜,此外成年间充质干细胞也可分化为 NPCs。
NSC 或 NPCs 可来源于成年细胞或组织,提示了自体干细
胞移植
[2]的可能性,这极大程度上解决了干细胞移植的
供体来源短缺及免疫排斥等问题,降低了供体与宿主间
传播疾病的风险。
摇 摇 目前普遍认为,NSC,NPCs 通过生产一些特化的营
养因子、免疫调节作用保护受损的 RGCs
[3]。 为了进一步
增强此类细胞移植的时效性和多靶向性,生物学家利用
营养因子预处理或基因转染技术操纵 NSC 或 NPCs
[4]。
如 B觟hm 等
[4]在视神经夹伤动物模型的玻璃体腔内,注
射体外合成的过表达晶状体蛋白的 NPCs,发现可减弱视
神经夹断所致的 RGCs 死亡。 尚需证实的是,究竟是晶
状体蛋白自身的 RGCs 保护功能
[5]还是 NPCs 释放的神
经营养因子(neurotrophic factors,NTFs)通过抑制视网膜
胶质反应和免疫反应所起到的保护作用。 再如,含有“可
诱导自杀基因冶的工程细胞可在植入细胞不可控的情况
下随时终止其继续发挥功能。
摇 摇 视 网 膜 干 细 胞/ 祖 细 胞 ( retinal stem cell/ retinal
progenitor cells, RSC/ RPC) 是 一 种 特 殊 类 型 的 NSCs/
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[6] 研究表明来源于鸡胚 7,10,11d 的
RPC 通过生产和分泌营养因子对受累的 RGCs 起到明显
的保护作用,而早于或晚于以上发育阶段的细胞不具备
此功能,这可能说明了移植细胞发育阶段的重要性。 视
网膜 M俟ller 细胞是唯一一种产生于 RSC/ RPC 的胶质细
胞,近来大量的研究指出 M俟ller 细胞是成年视网膜中潜
在的 RSC,多种刺激物均可导致 M俟ller 细胞去分化
[7]表
现出干细胞特性。 Singhal 等
[8]发现在 RGCs 丢失的兔眼
模型中,视网膜内表面移植 M俟ller 细胞诱导分化的 RGCs
祖细胞,能释放 NTFs 促进 RGCs 的功能恢复。
1.2 间充质干细胞摇 间充质干细胞(mesenchymal stem
cells,MSCs)可从许多组织(如胚胎组织、胎盘、人类骨
髓、人类脐带血、脂肪组织)中分离获得。 除了能自我更
新、调节和支持造血干细胞微环境,MSCs 还具有允许自
体移植、保护中枢神经系统神经元免受多种损害的特性。
一些研究表明 NTFs 剥夺
[9]是 RGCs 的重要死因之一,眼
内注射 MSCs 后可产生多种 NTFs,为此多数研究者将
MSCs 对 RGCs 的保护归因于营养支持
[10]。 然而亦有研
究者认为 MSCs 营养支持介导的保护作用很有限,激活
中枢神经系统内源性保护和修复过程
[11]、调节免疫反
应
[12]或分泌抗氧化剂拮抗氧化应激
[13]或许才是主要的
机制。 如 Voulgari-Kokota 等
[11]认为 MSCs 通过抑制谷氨
酸盐在宿主的表达及功能,抵抗兴奋性毒性从而发挥神
经元保护作用。
摇 摇 骨髓间充质干细胞(bone marrow derived stem cells,
BMSCs)一直是 MSCs 中的研究热点,得益于它易获得、易
分离、易扩增,如 BMSCs 可被普乐沙福(Plerixafor)动员
进入血流从而被方便获取
[14]。 Bull 等
[15] 将 BMSC 与视
神经钳夹的视网膜外植体共培养,可明显提高 RGCs 的
存活率。 实验表明在青光眼
[10]、视网膜退变
[16]、缺血再
灌注损伤等动物模型中也能观察到 BMSCs 对 RGCs 或其
轴突的保护作用。
摇 摇 近来人脐带血间充质干细胞(human umbilical cord
blood mesenchymal stem cells,hUCB-MSCs)引起了研究者
的关注,因为 hUCB-MSCs 免疫原性低、使用不受伦理限
制,而且其生物特性不受病毒感染的干扰。 与 BMSCs 类
似,多数学者认为 hUCB-MSCs 通过释放神经营养因子、
产生大量细胞因子或趋化因子从而为 RGCs 存活提供良
好的微环境
[17]。 但是,可能由于 hUCB-MSCs 移植后的
生存能力或激活内源性 NPCs 的能力有限
[18],hUCB-
MSCs 在急性视神经损伤实验模型中的抗 RGCs 凋亡、保
护 RGCs 作用很短暂,RGCs 最终难逃不可逆性损害地摧
毁
[19]。 相对的,在慢性视神经退变动物模型中 hUCB-
MSCs 可发挥较长时间的保护作用,这或许因为此类眼病
所提供的微环境利于 hUCB-MSCs 生存和分化。 最近
Jiang 等
[20] 证实 RGCs 胞内内质网高张力,具体表现为
GRP78 低表达、 CHOP 高表达, 可引起胞体 死亡。 而
hUCB-MSCs 通过反向调节以上两种基因的表达来减缓
RGCs 死亡,这是否说明 hUCB-MSCs 可降低内质网张力
完成对 RGCs 的保护有待进一步验证。
摇 摇 同 NSC 类似,我们可人为修饰 MSCs 性能,旨在以细
胞为媒介导入目的基因挽救或替代病态的 RGCs,分泌神
经营养因子的间充质干细胞(neurotrophic factors secreting
mesenchymal stem cells,NTF-SCs)便是其中一例。 需注
意的是,由病毒转染得到的 NTF-SCs 可能在临床应用中
存在安全隐患,为此近年来多采用将 MSCs 培养在特定
的因子混合物中或调控 MSCs 基因组
[21]的方法来获得目
的 NTF-SCs。 为了评价 NTF-SCs 是否有更强的 RGCs 保
护功能,Harper 等
[22]将 NTF-SCs 注入持续性高眼压的兔
眼中,实验结果表明修饰后的 MSCs 对 RGCs 保护作用明
显提高;另有研究者在视神经钳夹动物模型的玻璃体内
注入 NTF-SCs,结果提示 NTF-SCs 确实可以提高 MSCs
生产和分泌 NTF 的水平,但与未经加工的 MSCs 相比,
NTF-SCs 并未增进 RGCs 的存活
[21]。 导致以上两项实验
结论不一致的原因可能是:前一项实验没有设立阴性对
照组;且其仅借助视网膜电图和瞳孔测量法来评估对
RGCs 的保护功能,显然有失精确。
1.3 诱 导 多 能 干 细 胞 摇 诱 导 多 能 干 细 胞 ( induced
pluripotent stem cell,iPSC)是体细胞经基因工程技术逆转
而成的具胚胎干细胞(embryonicstemcell,ESC )特性的多
潜能干细胞
[23]。 iPSC 的出现回避了诸多的伦理难题,在
一定程度上开阔了干细胞/ 祖细胞的来源,同时为研制出
每位患者、每类疾病特异的低免疫原性干细胞奠定了基
础
[24]。 研究者希望在体外适宜的培养条件下,将成年体
细胞逆转为 iPSC,再经多次分化得到 iPSC 来源的 NPC
(iPSC-NPs),最终将其注入动物模型,通过免疫调节和
营养支持保护 RGCs 的细胞体及轴突
[25]。
1.4 其他类型的干细胞摇 胶质细胞的主要生理功能是支
持神经元,科研工作者试图利用此功能来维持损伤的
RGCs。 这里主 要介绍嗅鞘 细胞 ( olfactory ensheathing
cell,OEC)和少突胶质前体细胞(oligodendrocyte precursor
cell,OPC)。 OEC 可分离自嗅球或鼻黏膜,大量研究从离
体实验到在体实验、从玻璃体内注射到直接注射至受损
视神经处,均显示 OEC 可提高 RGCs 或其轴突的存活
率
[26,27]。 究其保护机制可能是 OEC 间的缝隙连接对受
损 RGCs 所提供的物理支撑,或 OEC 通过分泌 NTFs 提供
的营养支持。 值得一提的是 OEC 经静脉注射后,可聚集
至视神经头部、RGCs 无髓鞘轴突处
[28],但目前尚无证据
表明此法可减缓 RGCs 凋亡的速度。 理论上,静脉注射
干细胞可以避免直接注射引起的视神经创伤,同时其疗
效可遍及整个视网膜,但目前因为缺乏靶向以及全身治
疗的不确定性,静脉注射干细胞较少应用于实验研究。
OPC 属于 NPCs,多项研究发现在炎症刺激的前提下给高
眼压动物模型注射 OPC,在视网膜神经纤维层内部分
OPC 分化为少突细胞和髓鞘细胞,通过 OPC 与炎症细胞
的相互作用、髓鞘细胞对 RGCs 轴突的结构支持和减弱
复极化的代谢需求,发挥对 RGCs 及其轴突的保护作
用
[29]。 除此以外,造血干细胞(hematopoetic stem cells)
凭借分泌因子调控血管的发育及其结构的稳定性,可以
缓解部分视网膜退变相关疾病严重的现状。 牙髓干细胞
(dental pulp stem cells,DPSC) 进入玻璃体后通过释放
NTFs 促进 RGSs 的存活,尽管它可以分泌较 BMSCs 更高
水平的营养因子,但是对 RGCs 的保护效能却不然
[30]。
2 干细胞移植对 RGCs 的替代治疗
摇 摇 许多处于疾病(如青光眼、糖尿病性视网膜病变、视
神经横断伤)晚期的患者,其眼内绝大多数 RGCs 被累
及,对此唯有 RGCs 的替代治疗才有望修复视功能。 完
整的替代治疗需要:植入的干细胞迁移并整合入视网膜
神经节细胞层、分化成“RGC 样细胞冶、与视觉传入神经
元及传出神经元建立正确的突触联系、新生轴突导向性
生长至视觉中枢。 至今,RGCs 的替代治疗仍处于动物实
验的研究阶段,然而在探索进程中取得以下相关方面的
进展。
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化受多重因素影响,如取材时干细胞的年龄、植入宿主时
移植细胞的发育时相、培养基或宿主视网膜的微环境以
及进入宿主所借助的载体特性。 在理论上胚胎干细胞
(embryonicstemcell,ESC )是全能的,但分化是一个不易
标准化的漫长过程且 ESC 更倾向于向某一特定细胞系分
化,故了解 ESC 向 RGCs 细胞系分化的微环境及调控机
制尤为重要。 Aoki 等
[31]将 ESC 分化得到的眼球样结构
萃取物注射至玻璃体,可检测到新的表达有 RGCs 标记
物的细胞。 此后 Eiraku 等
[32]在体外对 ESC 聚集体进行
立体培养得到了具有分层视网膜结构的视杯,可以推想,
与此类似的一个系统可被用于扩增、分化单个 ESC 成为
成千上万个 RGCs。 然而,伦理问题、基因组和染色体的
不稳定性、潜在致瘤性、异体移植的免疫排斥均限制了
ESC 的深入研究。 MSCs 是一类多能基质细胞,在体内外
均可分化为神经元样细胞。 BMSCs 的增殖与分化潜能会
随宿主年龄的增大而降低,而 hUCB-MSCs 是一种较为
“年轻冶的 MSCs,因此具有较强的增殖和分化潜能。 较其
他干细胞而言,RSCs,RPC 一直处于视网膜的生长、发育
环境中,所以具有更大的向视网膜神经元分化的潜
能
[8,33]。 Chen 等
[34] 发现取自于永存胎儿血管患者的
RPC,若在体外更倾向于分化为内层视网膜神经元,若植
入眼内部分 RPC 可表达成熟 RGCs 的标志物。 近期
Parameswaran 等
[35]和 Chen 等
[36]分别在体内外将 iPSC 成
功诱导为 RGCs。
摇 摇 就 RGCs 替代治疗而言,我们希望诱导干细胞或祖
细胞更多的分化为 RGCs 细胞系,较少甚至不分化为胶
质细胞,但实验结果恰好相反,因此如何提高向 RGCs 细
胞系转化的比率,仍是亟待突破的关键问题。 另外,目前
仍不明确究竟以何种移植方式效果更优:(1)作为未分
化细胞移植,移植后细胞在局部微环境的调控下发生分
化,参与 RGCs 损伤的修复;(2)在体外大量扩充增殖后,
定向诱导分化为某种特定的细胞类型,然后移植到宿主
体内。 可能因为高度未分化干细胞自身缺乏必要基因的
表达或宿主视网膜抑制其向 RGCs 分化,尚无应用方法
一替代 RGCs 的成功案例。 相比之下,方法二可能会得
到较多的 RGCs,并且致瘤性与移植前细胞的多能性成正
相关
[37]。 然而已分化细胞迁移并整合入宿主视网膜的
比例却较少。
2.2 植入细胞移行及整合至宿主视网膜摇 一旦获得满意
的移植细胞,下一步面临的挑战便是移植细胞最大程度
地迁移并整合入宿主视网膜。 研究发现与迁移和整合相
关的因素有:移植细胞的发育阶段、宿主视网膜的微环
境、视网膜的内外界膜、与 RGCs 死亡相伴随的炎症积
聚
[38]和硫酸软骨素蛋白多糖沉积
[39]、细胞移植引起的胶
质增生
[38]。 我们有望通过选取最佳的供体细胞、给予抗
炎或免疫抑制治疗改善宿主视网膜微环境、解除物理屏
障,从而促进移植细胞的迁移和整合
[40]。 近年来,组织
工程学的进步使体外组织培养干细胞成为可能,即将细
胞种在组织材料上,以组织的形式进行移植使其更具功
能性
[41]。
摇 摇 目前已有 ESC
[42]、MSCs
[10]、NPCs
[43]、M俟ller 干细
胞
[44]、iPSC
[25]迁移并整合入 RGCs 受累的视网膜的相关
报道。 譬如最近 Satarian 等
[25]将 iPSC-NPs 移植入视神
经损伤的兔眼模型中,结果显示 iPSC-NPs 可透过内界膜
进入视网膜神经节细胞层,同时表达神经元样细胞标志
物,研究者推测植入细胞可能通过“分化为 RGCs冶来改
善视神经功能。
2.3 内源性 RGCs 轴突再生或植入细胞发出功能性轴突
摇 现在普遍认同的观点是:即使修复很少量的受损视神
经轴突,对患者视力功能的恢复也意义重大,然而成年哺
乳动物视网膜内环境阻止了 RGCs 轴突再生。 研究表明
将 hUCB-MSCs 送至视神经损伤处
[45]或将 DPSC 注入视
神经钳夹模型的玻璃体内
[30],均利于受损 RGCs 轴突发
芽,但再生作用很有限。 尽管 RPCs 通过玻璃体腔内注射
移植到 RGCs 基因缺失动物模型后可发出较长的轴突样
结构
[46];NPCs 植入视神经钳夹模型玻璃体内可聚集于
宿主视网膜神经节细胞层,甚至发出伸入视神经远端的
轴突
[4],然而这些新生的神经突均不具备传递电信号的
功能。 临床观察发现,RGCs 丢失先于视力下降,为此部
分数量的 RGCs 功能性突触重建就会极大改善视功能,
但至今有关通过 RGCs 替代治疗改善视功能的报道仍非
常有限。
3 问题和展望
摇 摇 围绕干细胞移植对受损 RGCs 的保护与替代治疗,
我们需要关注以下环节:选取合适的干/ 祖细胞来源,有
效控制干细胞向特定类型细胞转化,用安全稳定的技术
修饰移植细胞,纯化与扩增移植细胞,选择合适治疗窗及
转导技术将移植细胞导入宿主,提高移植细胞在宿主内
成活、迁移、整合的能力,研究移植细胞不可控时的“自
毁冶技术,评估干细胞移植的治疗效果(特别是长期疗
效、视功能的修复情况)和副作用,评价移植前修饰供体
细胞的意义。 就目前看来,干细胞移植保护 RGCs 较替
代治疗更具临床可操作性,因为前者仅需移植细胞在无
明显副作用的前提下生存于宿主,同时为 RGCs 提供持
续支持作用。 在此我们必须认识到,即使干细胞替代治
疗的应用前景十分广阔,为残存的及新生的 RGCs 提供
良好的生活环境以防其再次死亡才最为重要,因此各种
治疗方案的综合应用可能会成为未来的发展方向。 总
之,干细胞移植步入临床应用前尚有大量研究待完善,随
着对细胞生物学和分子生物学的深入认识,干细胞移植
必将成为治疗 RGCs 死亡相关疾病的一把利器。
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